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 Abstract      
Objective: The aim of the study was to detect the presence of glycosaminoglycans and to investigate histomor-
phometric aspects of the endocervical epithelium in pregnant rats after local administration of hyaluronidase.
Materials and methods: Ten pregnant rats were randomly distributed into two groups. On day 18 of pregnancy, 
1mL of distilled water and 0.02 mL of hyaluronidase were administered to the control group (CG) and the study 
group (SG), respectively. On day 20 the rats were sacriﬁced, followed by dissection and removal of the uterine 
cervix, which was prepared for histomorphometry (endocervical epithelium thickness and leucocyte inﬁltration) and 
for immunohistochemistry with alcian blue reaction and its respective blockers. The paired Student t test was used 
to compare the groups. 
Results: The SG was characterized by reduced epithelial thickness (mean: 291.01±71.1 vs. 764.30±50.94; 
p<0.0001) and a larger number of eosinophils (mean: 3.72±1.60 vs. 0.54±0.70; p<0.0001). Alcian blue staining 
(pH 0.5) indicated a very strong reaction (3+) for the CG. With pH 2.5, the staining was also very intense (4+) in 
the CG. With methylation, both groups showed negative reactions after alcian blue staining (pH 2.5). With the me-
thylation reaction followed by saponiﬁcation and with enzymatic digestion of the lamina, staining showed a weak 
reaction (1+) in both groups. 
Conclusion: The SG presented with signiﬁcant alterations related to the reduction of epithelial thickness and an 
increase in leucocyte inﬁltration. Furthermore, the use of hyaluronidase resulted in a signiﬁcant decrease of the 
sulfated glycosaminoglycans.
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Cel: Celem pracy było zbadanie histomorfometrycznych aspektów i wykrycie glikozaminoglikanów w nabłonku 
szyjki macicy u ciężarnych szczurów po miejscowym podaniu hialuronidazy.
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Materiały i metody: Dziesięć ciężarnych szczurów podzielono losowo na dwie grupy: 1 ml wody destylowanej 
podawano w grupie kontrolnej (CG) w 18 dniu ciąży, a 0,02 ml hialuronidazy podawano w grupie doświadczalnej 
(SG) w tym samym czasie. W 20 dniu ciąży szczury uśmiercano, następnie dokonywano wycięcia szyjki macicy, 
która została przygotowana do badania histomorfometrycznego (grubość nabłonka i inﬁltracja leukocytów), a także 
do histochemicznego badania reakcji alcianem niebieskim i jego odpowiednich blokerów. Test t-Studenta wykorzy-
stano dla porównania obu grup. 
Wyniki: Zwężenie nabłonka szyjki i większą liczbę eozynoﬁli zaobserwowano w SG. SG scharakteryzowała się 
zmniejszoną grubością nabłonka (średnia 291,01 ± 71,1 vs 764,30 ± 50,94, p <0,0001) i większą liczbą eozynoﬁli 
(średnia 3,72 ± 1,60 vs 0,54 ± 0,70, p <0,0001). Bardzo silną reakcję (3+) zaobserwowano w CG przy barwieniu 
alcianem niebieskim (pH 0,5). Przy pH 2,5 zabarwienie było także bardzo silne (4+) w CG. W przypadku metylacji 
obie grupy wykazały ujemną reakcję po zabarwieniu alcianem niebieskim (pH 2,5). W reakcji metylacji,  po której 
nastąpiła saponiﬁkacja, oraz enzymatyczne trawienie w blaszce, barwienie wykazało słabą reakcję (1+) w obu 
grupach. 
Wnioski: W SG odnotowano istotne różnice odnoszące się do redukcji grubości nabłonka i zwiększoną inﬁltrację 
leukocytów. Ponadto, istnieje wyraźna redukcja w ilości glikozaminoglikanów związana ze stosowaniem hialuroni-
dazy.
 Słowa kluczowe: na??one? s?y??i macicy / glikozaminoglikany / hialuronidaza /
     / ci??arne szczury /
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Figure 1. Photomicrography showing endocervical epithelium of a rat from the 
study group. Note the presence of a cyst containing leukocytes in its interior (400 X).
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Table  I .  Measurement values of thickness of the endocervical epithelium (μM) of 
the rats on day 20 of pregnancy in controls and the study group.
Epithelial 
thickness
G r o u p s
Control group Study group
1 759.10 356.50
2 610.24 234.57
3 850.30 258.00
4 750.10 319.00
5 680.20 322.00
6 780.20 300.50
7 810.24 245.67
8 785.35 234.50
9 679.20 278.00
10 750.20 358.90
11 820.30 245.67
12 789.00 235.90
13 658.24 450.23
14 756.12 245.00
15 768.80 349.60
16 712.35 254.89
17 812.45 253.00
18 780.00 450.00
19 760.12 359.00
20 789.30 238.00
21 810.24 240.00
22 760.12 317.00
23 756.12 320.00
24 679.20 305.50
25 759.10 240.67
26 812.45 230.50
27 750.20 270.00
28 759.10 340.90
29 780.00 230.67
30 610.24 220.90
31 812.45 400.23
32 759.10 201.50
33 780.00 343.60
34 789.00 230.89
35 768.80 241.50
36 750.20 450.00
37 820.30 359.00
38 759.10 232.50
39 750.10 222.90
40 770.00 402.23
41 822.30 201.50
42 783.00 343.60
43 785.00 230.89
44 817.00 241.50
45 805.00 450.00
46 798.00 359.00
47 783.00 232.50
48 692.20 233.25
49 795.00 234.15
50 797.24 235.10
Mean 764.30 291.01*/†
Standard 
deviation ?0.94 71.11
*Paired Student’s t test; †p<0.0001
 
Table  I I .  Values of eosinophil count present in the endocervical epithelium of rats 
on day 20 of pregnancy in controls and the study group, of a ﬁeld of view at 40x.  
Number  
o? ?elds
G r o u p s
Control group Study group
1 0 5
2 2 3
3 1 2
4 0 3
5 0 2
6 0 1
7 1 6
8 2 4
9 1 5
10 0 6
11 0 4
12 0 5
13 0 6
14 1 3
15 1 4
16 0 1
17 1 2
18 0 4
19 0 2
20 0 4
21 0 5
22 2 3
23 1 2
24 0 3
25 0 2
26 0 1
27 1 6
28 2 4
29 1 5
30 0 6
31 0 4
32 0 5
33 0 6
34 1 3
35 1 4
36 0 1
37 1 2
38 0 4
39 0 2
40 0 4
41 0 2
42 2 1
43 1 6
44 0 4
45 0 5
46 0 6
47 1 4
48 2 5
49 1 6
50 0 3
Mean 0.?4 3.72*/†
Standard 
deviation 0.7 1.6
*Paired Student’s t test; †p<0.0001
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2. Histochemical Analysis
2.1 alcian blue reaction at pH 0.5
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2.2 alcian blue reaction at pH 2.5
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                reaction at pH 2.5
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2.5 Enzymatic digestion with hyaluronidase
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Figure 2. Staining of the endocervical epithelium of the cervix of a rat from the control group (A) and from the study group (B) with alcian blue reaction at pH 0.5 (400X). 
 
Figure 3. Staining of the endocervical epithelium of the cervix of a rat from the control group (A) and the study group (B), with alcian blue reaction at pH 2.5 (400X).
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